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13H】-Arachid。nicacidで標識 したマ クロファー ジか らの放



















炎症 反 応 は生 体 の防 御反応 の一つ で あ り、様 々な内因性 の因子 に よ り通 常 は緻 密
か つ 厳格 に 制御 され てい る。慢 性関節 リウマ チ(RA)は免疫系が 自己 の組 織 を抗 原 と
して認 識 す る ため に起 こる 自己免疫疾 患 の一 つで、病理 的には関節 の滑 膜 の増殖 と、
マ ク ロ フ ァー ジ系 の細 胞 に よる組織破 壊 を特 徴 とする慢 性炎症 で あ る。RAの 治 療 に
は 各 種 の ス テ ロ イ ド性 抗 炎 症 薬 、非 ス テ ロイ ド性抗 炎 症薬(n。n・ster。idalanti-
inilammat。rydrugs;NSAID)などの抗 炎 症薬 の他 に、疾 患修飾抗 リ ウマ チ薬(di$ease
modifyinganti-rheu皿aticdrugs;DMARD)と呼 ばれ る一 連の薬 物 が 用 い られ る 。
DMARDは 一 般 に効果 が現 れ るまで2～3カ 月 かかることか ら急 性炎 症 に著効 を示 す
こ とは な く、 また投 与 中止後 にRAが 再燃 す る ことが あるこ とか らRAを 根 治 す る も
の で は な く主 に免疫 系の抑 制 に よって作 用 す る と考え られ てい るが 、 は っ き りした 作
用機 序 は ま だ わか ってい ない 。DMARDの 一種 で ある金製剤 は50年 以上 にわた って
抗 リ ウマ チ 薬 と して臨床 で 用 い られ てお り、そ の有効 性 は多数 報 告 されて い るが1-
3)、 その作 用 機序 につい て は不 明 な点 が多 く残 されてい る。Auran。fin(AF;(1-thi。一β一
D・glucopyranose-2.3.4,6・tetraacetat。-S)(triethylph。sphine)g。ld,Figure1)は経 □金製i剤
と して リ ウマ チ性 関節炎4圃5)や乾癬性 関節炎6)の治療 に用い られ てお り、1euk。cytes
にお い てlysosomalenzymerelease7・8>、chemotaxis9・io)、phagocytosislo)および
superoxidegenerationli)、アラキ ドン酸(AA)代 謝12・17)、サイ トカイ ン産生18)を抑









本論文で はAFの慢性炎症 に対する作用機序解明の一環 として、RAの病態発現 に
重要な役割を果た しているとされているマクロファージが産生するpr。staglandin(PG)
E2およびnitric。xide(NO)の産生に対するAFの 作用について、ラ ット腹腔マ ク ロフ
アージお よびマウス マクロファージ細胞株であるRAW264.7細 胞 を用いて解析 し
た。
第1章 には、 ラット腹腔マクロファージのPGE2産生 に対するAFの 作用 につい
て解析 した結果を記す。AFは 、無刺激下のマクロファージのPGE2産 生 を一時的に
充進 させ るが、各種の刺激下で充進するPGE2産生に対 しては強い抑制作用 を示 す こ
と、およびPGE2産生の律速酵素のひとつであるcycl。。xygenase(COX)のうち、炎症
の誘発 に関与 していると考 えられるCOX-2の発現はAFに よって抑制されることを明
らかに した。
第2章 においては、ラッ ト腹腔マクロファージのPGE2産生をCOX・エによる もの
とCOX-2によるものに分けて解析 した結果を記す。す なわちAFはCOX-1を 介す る
PGE2産生を増大させ、COX-2を介するPGE2産生は逆に抑制す る作用がある ことを
明らか に した。なお、AFはCOX-1およびCOX・2を直接抑制 しないことも明 らか に
した。
第3章 には、マウスマクロファージ細胞株であるRAW264,7細胞のNO産 生 に
対するAFの 作用について解析 した結果 を記す。すなわち、AFはlip。p。lysaccharide
(LPS)で充進するNO産 生を強 く抑制 し、その作用機序 としてAFはinducibleNO
synthase(iNOS)の発現 を強 く抑制するためであることを明 らかにした。
・2・
第1章 ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ のPGE2産 生 に対 す るauranofin
の 作 用
1.序 論
COXは 細 胞 に お い てAAをPGやthr。mb。xane(TX}へ代 謝す る律 速 酵素で あ る
PGG/Hsynthase(PGHS)の機能 の一部 を表 す 用語 で あ るが 、現 在 で はPGHSと 同義 語
と して用 い られて い る。AFのAA代 謝 に対 す る作 用 と して は、f。rmyl・methi。ny1-
leucy1-phenylalanineで刺 激 した ヒ ト末梢polymorphonuclearleuk。cytes(PMN)にお い
て、AFがleuk。triene(LT)B4およびC4産 生 を増 大 させ るがPGE2産 生 は増大 させ な
い とい う報 告が あ る17)。また 、 ヒ ト末梢PMNに お い てA23187刺 激 に よるLTB4
産生 充進 をAFが 抑 制 す る こ と も報告 され てい る13・14)。また ラ ッ ト腹 腔 マク ロ ファ
ー ジ にお い て、AFはAA遊 離 とPGE2お よびTXA2の 産生 を増大 させ20)、5・
lip。xygenaseを介 す るAA代 謝 を抑 制す る15)こ とや 、 コラーゲ ンで誘発 した ラ ッ ト
の 関節 炎 モデ ル にお い て 腹腔 か ら採取 したマ ク ロフ ァー ジ をzym。sanで刺激 した 時
のPGE2産 生増 大 をAFは 抑制す る15)ことな ど も報 告 され てい る。 この ように、AF
のAA代 謝 に対 す る作 用 につ い ては一定 の 結論 が 得 られ てい ない。 そ こで本研 究で
は、 ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジの培養系 にお い て培 養 条件 を変化 させ た場 合のPGE2
産生 に対 す るAFの 作 用 につ いて解析 した。
2.実験 結 果
2-1.ラッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジの 無 刺 激 下 に お け るPGE2産 生 に対 す る
auranotinの作 用
腹腔か ら採取 したマ クロファージを 種 々の濃度 のAFを 含むEMEM(+)中で培養
すると、4時 間後の培養液中のPGE2量はZ.3お よび10pMのAFに よって濃度依
存的に上昇 した(Figure2}。しか し、AFに よるPGE2産生充進作用は20時 間後 には
見 られな くなった(Figure2)。経時変化につ いて解析 した結果、8時 間後においても3
および10pMのAFはPGE2産 生 を有意(PくO.01)に充進 させた。12時間後では、10
一3一
μMのAFの みがPGE2産生 を有意(Pく0.Oエ)に充進 させ、20時間後になるとAFに よ
るPGE2産生尤進作用 はみ られ な くなった。
なお、AFに よるPGE2産生抑制 は細胞毒性によるものではない ことを、 トリパ ン






































2-2.【3H]-Arachidonicacidで標 識 した ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ 一ージ か
らの 放 射 活 性 の 遊 離 に対 す るauranofinの作 用
膜 リン脂 質 を13H】・AAで標識 したラット腹腔マクロファ・一ジを種 々の濃度のAF
存在下で4時 間培養 し、培養液中の放射活性 を測定 した結果、Figure3に示す ように


































2-3.TPAで刺 激 したマ ク ロフ ァー ジのPGE2産 生 に 対 す るauranofin
の作用
腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を12・O・tetradecan。ylphorbo113・acetate(TPA)(16.2nM,10
ng/皿1)存在 下 で 培 養 す る と 、PGE2産 生 は 経 時 的 に 上 昇 し た(Figure4)。 こ の と きlO
pMのAFを 共存 させると、8、12および20時 間後のTPAに よるPGE2産生充進 は
AFによって搾制 された(Figure4)。TPAとAFの共存下で培養 した群の 培養液上清
中のPGE2濃度は、AFの みの存在下で培養 した群のPGE2濃度 とほぼ同等であった
{Figure4)。培養4時 間後 では、TPAに よるPGE2産 生 充進 は、AFに よっ て抑制 され
なかった。AFの みの存 在下で培 養 した場合 、4、8お よび12時 間後 のPGE2産 生 は
e。ntr。1に較べ 有意 に上 昇 したが、20時 間後 で はc◎ntr。1との差 は な くなっ た(Figure
・5一
4)。TPAで誘導 されるPGE2産生充進は培養20時 間後で調べた結果、1pMのAF
共存 に よっては抑制されなかったが、3μMのAFで 有意(P〈0.001)に抑制 され、10






























2-4.Thapsigarginで刺 激 した マ ク ロ フ ァ ー ジ のPGE2産 生 に 対 す る
auranofinの作 用
腹 腔 マ クロ ファー ジをthapsigargin(TG)(4.6および4 nM,そ れぞ れ3お よび30
ng/m1)存在下で培養すると、4お よび20時 間後の培養液中のPGE2量はTGの 濃度
に依存 して上昇 した(Figure5)。この とき、10pMのAFを 共 存 させ る と4時 間後 の
一6・
PGE2産生 はTGの 有 無 に関係 な く充 進 していた、 しか し、20時 間後PGE2量 はTG
非 存 在下 で はAFに よって抑 制 され なか ったが 、TG存 在下 に よるPGE2産 生充進 は
AFに よって抑制 され た(Figure5)。20時間後 にお いて、3pMのAFはTGに よる







































2-5.A23187で 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ のPGE2産 生 に 対 す る
auranofinの作 用
腹 腔 マ ク ロフ ァー ジ をA23187(0.18および0 .52Pgfml、そ れぞれO.3お よび1
側M)存 在 下 で培 養す る と、4お よび20時 間 後の培養液 中のPGE2量 はA23187の濃
・7・
度 に依存 して増大 した(Figure6).この とき10pMのAFを 共存 させ る と4時 間後 の
PGE2産生 はA23187の 有無 に関係 な く充進 していた。 しか し、20時 間後 のPGE2量
はA23187非 存在 下 で はAFに よって抑制 され なか ったが 、A23187存在 下 に よる
PGE2産生 充 進 はAFに よって抑制 された(Figure6)。20時間後 にお いて 、3pMの
AFはA23187に よるPGE2産 生充進 を有 意(PくO.OOI)に抑制 したが 、1μMのAFは

































2-6.腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジに お け るCOX-1お よびCOX-2蛋 白量 に対 す
るauranofinの 作 用
4時 間あ るいは20時 間培養 した後の細胞内COX-1蛋白量 をWesternblotにより
解析 した結果 、COX・1蛋白量はTPAお よびTGに よる刺激に よって変動 しなか った
一8・
(Figure7)。またTPAあ る い はTGとAF(iOgeM)共 存 下で培 養 して もCOX・1蛋白量
は変 化 しなか っ た(Figure7)。これ に対 して、4時 間 後 および20時 間後 のCOX・2蛋
白量 はTPAあ るい はTG刺 激 に よっ て増大 した。TPA刺 激 あ るい はTG刺 激 と もに
COX-2蛋白量 は4時 間後 の 方 が20時 間後 よ りも多か っ た。一方 、TPAあ るい はTG
と共 にAF(10pM)を 共存 させ る と4時 間後 お よび20時 間後 のTPAま たはTGに よ
るCOX・2量 の上 昇 はAFに よ って 抑 制 され た(Figure7)。TPAあるい はTGに よる
COX-2蛋白量 の上 昇 は、3pMのAFに よ り部分 的に搾制 されたが 、1pMのAFで は
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様 に4時 間 後 お よび8時 間後 のCOX・2蛋白量 は上昇 し、10pMのAFの 共 存 に よっ
て抑 制 され た(datan。tsh。wn)。
3.考察
無刺 激のマウス腹腔 マクロファージにおいて、ユ～20pMのAFは 培養30分 後
におけるAA代 謝 を 充進 させる作用があることがB。ndes。nとSundlerによって報告
されている2。)。本研究においてもラット腹腔マクロファージをAF存 在下で培養する




AFに よるPGE2産生充進 は 培養4時 間後か ら12時 間後まで観察されたが、20
時間後まで持続 しなか った ことから、AFの作用は一過性のものであると考え られる。
AFに よってAA遊 離が充進し、COX・1およびCOX・2の基質が供給 され ることに
よってPGE2産 生が充進 したと考えられるが、AFは どの ような機序によってAA遊
離 を元進 させ るのか本研究では明らかにで きなかった。一方、AFはTPA、TGあ る
いはA23187刺激によるPGE2産生充進を抑制 した。このPGE2産生抑制作用機序 と
して、Westernbl。tによる解析で示したようにAFはTPA、TGあ るいはA23187刺
激 によるCO)C-2蛋白の発現誘導を抑制 した(Figure7)ためであると考えられ る。培養
4時 間後 にお いては、AFはTPAやTGに よるCOX・2蛋白の上昇を抑制 した(Figure
7)が、PGE2産生 には影響 しなかった(Figures4.5and6>。培養初期においてAFは
AAの 遊離 を増大 させ、 これが恒常的に存在 しているCOX・1と、血清を含 む培 養液中
で培養 した ことにより誘導 されたCOX・2によりPGE2に代謝 されるが、TPAやTG
刺激 によって もAA遊 離充進が起こるため21,22)、AFによるAA遊 離充進 はTPAや
TGに よるPGE2産生充進 をさらに増強 させ るにはいたらなかった ものと想定 される。
AFに よるCOX・2誘導抑制 の機序については今後 さらに研究する必要がある。金化合




adhesionm。lecuie-124・25}の生合成 を制 御 して い る。 実 際、Bondes。nとSundler20)は
AFが マ ウスマ クロフ ァー ジのIL・1βとTNF-aのmRNAの 誘導 を抑 制 す る こ とを報
告 してい る。一方 、COX-2の発現 にはNF・ κBよ りもNF・IL6の方 が 重 要 な役 割 を果
た している とい う報告 もあ る26〕。 またYangら23)はNF・κBのDNAへ の結 合 阻害作
用 の強 さはaur。thi。gluc。se(ATG)>aurothiomalate(ATM)〉>AFの順 で あ る こ とを
報 告 している。TPAに よる20時 間後 のPGE2産 生充 進 に対 す る金化 合 物 の 抑 制作 用
について調べ た結果 、そ の抑制作用 はAF>>ATG>ATMの 順 で あ っ た(datan。t
sh。wn)。これ らの結果 はYangら23)が報 告 したNF・κBのDNAへ の結 合 阻 害 の結果
とは一致 しない ことか ら、AFのPGE2産 生 抑 制作 用 はNF・κBのDNA結 合 阻害作 用
で は説明で きない ことを示 唆 している。 ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロフ ァー ジ にお い てNF.IL6
のDNAへ の結合 を、AFが 抑制 してい る可 能性 も考 え られ る。 ま た、 マ ウス腹 腔 マ ク
ロファージ において、AF(12.5pM)はhemeoxygenase、23kDのス トレス蛋 白27)お
よびmeta11。由i。nein28・29)を誘導す るこ とが 報 告 され て いる。 したが って 、 これ らの
蛋 白が腹 腔マ クロファージのPGE2産 生 の制 御 に関与 してい る可 能 性 も考 え られ る。
RAの患 者 由来 の滑膜 でCOX・2が 発 現 して い る、 とい う報告 が あ る30・31}。また
PGE2産生 阻害薬 であ るNSAIDはRAの 治 療 に も用 い られ て い る。 本 研 究 で用 い た
AFの 濃度 は、 臨床 で使 用す る際 に測 定 され た 患 部 にお けるAFの 濃 度32)と ほ ぼ同
じであ ることか ら、AFは 滑膜 にお い てCOX・2の 発現 を抑制 す る こ とに よ りCOX・2
を介 す るPGE2産 生 を抑制 して抗 リウマ チ作 用 を発 現 してい る可 能性 が あ る。AFに
よる 培養初期 のPGE2産 生 増大 は 、その 時 点 で恒 常 的 に存 在 して い るCOX-1と あ る
程 度誘 導 され て い るCOX-2に よ って 産 生 され る もの と考 え られ る 。COX・1は
housekeepinggenepr。ductであ り、COX・1に よって産 生 され るPGE2は 細 胞 の 基本 的
な機能 の発現 に重 要 な役 割 を果 た してい る もの と考 え られる33)。培 養初 期 に お け る
PGE2産生 のCOX・1による増大 と、 それ に続 くCOX・2発現 抑制 に よるPGE2産 生抑 制
は、AFのRAに 対 す る作 用の機 序の一 部 と して関与 してい る もの と思 わ れ る。本 章
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に記述した腹腔マクロファージの培養系で は、COX・1のみに よるPGE2産生 とCOX・2
依存的なPGE2産 生系 を厳密 に規 定で きないので、COX・1依存 的なPGE2産生系 と
COX・2依存 的なPGE2産生系 をそれぞれ構築 し、AFの 作用機序 について詳細に解析
した結果を第2章 に示す。
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第2章 ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジのCOX-1依 存 性PGE2産 生 と
COX-2依 存 性PGE2産 生 に対 す るauranofinの作 用
1.序 論
COXは 膜 リ ン脂 質か ら遊 離 したAAをPGやTXに 変換す る酵 素で 、COX-1およ
びCOX-2の2種 類のis。f。rmがあ る34・37)。COX・1はほ とん ど全 ての種 類 の細 胞 に恒
常 的 に発現 し38-41)、細胞 のh。usekeepingに関与 して いる と考 え られてい る42'44)。こ
れ に 対 し てCOX・2は 、血 清 、proinflammat。rycyt。kines45・46)、bacterial
lip。p。lysaceharide(LPS)47・48)あるい はpr。teinkinase活性化薬で あるTPA49)などの
刺 激 に よ りマ ク ロ ファージ33)、線維芽 細胞5Q)あるいは 炎症誘発部位3。・51-54)など
で 誘 導 され 、COX・2蛋白の誘導 とと もにPGやTXな どのpr。stan。idsの産生 も上昇
す る55)。NSAIDであるaspirin(ASP)やind。methacin(IDM)はRA56・57)などの慢性 炎
症性 疾 患 に使 用 されてい るが、 これ らはCOX-1とCOX-2の 両方 を非特異 的 に抑制 す
る58-60)。この ような非特異 的 なCOX・1/CQX・2阻害薬 は 胃6ユ・62)や腎63.64)に副作 用
を誘 発す るが 、 これ はh。usekeepinggenepr。ductであ るCOX・1の 阻害 に よる もの と
考 え られ て い る。 最 近、NS・39865)、nimesulide66・67)、DuP69768)、SC-5812552)お
よびme1。xicam69)などのCOX-2選 択 的 な阻害薬 が 開発 され た。 これ らのCOX・2選
択 的 阻害 薬 はCOX・1/COX・2阻害薬 に較 べ て副作 用の発i現が少 ない こ とが 報告 され て
い る51・52・70)。一方 、ス テ ロイ ド性抗 炎 症薬dexamethas。ne(DEX)はCOX・2蛋白 の誘
導 を抑 制 す る作 用 が ある35・51・54・55)。
第1章 に お いて 、AFはCOX・1を 介 す るPGE2産 生 を元進 し、COX・2蛋白の誘導
を抑 制 す る こ と に よ りPGE2産 生 を抑制 す る可能性が あ ることを示 唆 した。第2章 で
は、 この可 能 性 を よ り確 実 な もの とす るため にCOX・1を 介するPGE2産 生 系 お よび
COX-2を介 す るPGE2産 生 系 を確立 し、それ ぞれの系 にお けるAFの 作 用 につ いて解
析 した結 果 につ い て記述 す る。 また、COX-1およびCOX-2に 対 してAFが 直 接 作 用
す るか どうか解 析 した結 果 につい て も記述 する。
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2.実 験 結 果
2-1.COX-1を 介 す るPGE2産 生 系 の 確 立
ラッ ト腹 腔マ ク ロファー ジ を蛋 白合成 阻害薬cycl。heximide(CHI,1μM)存在 下 で
4時 間培 養す るこ とに よ りCOXの 合成誘導 を抑制 した後 に細 胞 を洗 浄 し、CHI(1μM)
お よびCOXの 基質 であ るAA(10pM)存 在下 で さ らに4時 間培 養 し、培 養液上 清 中
のPGE2量 を測定 して、COX-1を介す るPGE2産 生 の指標 と した。C田 存在 下 で 合計
10時 間培養 した場合 のCOX-1お よびCOX-2蛋 白量 をWesternbl。t法に よ り解析 し
た ところ、COX・2蛋白 の誘 導 は認 め られなか った(Figure8a,c)。CHI(lpM)および
AA(10μM)存在 下で培養 開始 時 と、培養 開始 か ら1お よび2時 間後 もCOX・2蛋白 の
誘導 は認 め られなか った(datan。tsh。wn)。一 方、COX-1はCHI(1μM)およびAA(10
μM)存在下 で培養 開始 時か ら4時 間後 まで高 い レベルで 発現 して い た(Figure8a,c)。
CHIのか わ りにDEX10pM存 在 下で6時 間培養 して洗浄 後 、DEX(ユOpM)とAA(工O
pM)存 在 下で4時 間培養 した と きに も同様 の結果 が得 られ た(Figure8a,ζ)。した
が って、以上 の2つ の実験 条件 下 、す なわちCHIあ るい はDEXでCOX・2蛋 白の 誘導
を抑 えた上 でAA存 在下 で培 養 す る実験条件 下で 産生 され るPGE2をCOX・1依 存 的 な
PGE2産生で あ る とした。
2-2.COX-2を介 す るPGE2産 生系 の 確立
ラット腹腔マクロファージの培養開始時に恒常的に発現 しているCOX・1お よび
dishへの接着あるいは血清存在下での培養により誘導 されているcOx・2をAsP(100
PM)で4時 間 前処理す ることによって失活 させた後、細胞 を洗浄 してASPを 除 き、
TPA(16.2nM)存在下で さらに4時 間培養 し、培養液上清中のPGE2量を測定 して、
COX・2を介す るPGE2産生の指標 とした。TPA存在下で4時 間培養 した後のCOX・1
お よびCOX-2蛋白量をWesternbl。t法により解析 した ところ、COX-2蛋白の強い誘
導が認め られた。 しかし、COX・ユ蛋白量は変化 しなか った(Figure8b,c)。なお、前
もってASPで前処理 した後 、TPA非存在下で4時 間培養 して もPGE2産生は認め ら
・14・
れ ない こ とか ら(datanotshown)、Westernbl。t法に よ り検 出 されたCOX・1は ア セチ
ル化 されて失活 したCOX-1であると思われる。以上の ように、前 もって既存のCOX一






























































2-3.COX-1を介 す るPGE2産 生 に対 す る各種NSAIDの 作 用
NSAIDとして は 、COX・1/COX・2を非 選択 的 に阻害す るind。methacin(工DM)、








































































































ラ ッ ト腹 腔マ ク ロ フ ァージ をCHI(1pM)あるい はDEX(10pM)存 在 下で6時 間
培養 後、細 胞 を洗 浄 し、続 い てCHI(1pM)とAA(IOpM)、あ るい はDEX(10pM)と
AA(10pM)と種 々の 濃 度 のNSAIDを 加 えた培 養 液 中 で4時 間培 養 して 培 養液 中の
PGE2量を測定 した 。 その 結 果 、COX・1/COX・2阻害薬 で あ るIDM、PXC、 お よびTXC
はCOX・1を 介 す るPGE2産 生 を強 く抑 制 したが 、COX-2の選 択的 阻害 薬 であ るNS・
398お よびNMSは そ れ ほ ど強 く抑制 しなか っ た(Figurega,b)。す なわち、COX-
1/COX-2阻害 薬の 場 合 はCHI前 処理後 の実 験系 で は0ユ μMの 濃 度で有意 に抑 制 し、
DEX前 処 理 の場 合 はO.01pMで も有意 な抑 制 作 用 を示 したが 、COX-2選択的 な阻害
薬 の場合 は1pMで わ ず か で はあ るが有 意 な抑 制 作用 を示 した。 なお、COX・2阻害薬
の濃 度 を10pMに す る と、COX・1を介 す るPGE2産 生 は さ らに揮制 され る(datan。t
shown)ため 、 これ らのCOX-2阻 害薬 は濃 度 を高 くす る とCOX-1も 阻害 す るこ とが示
唆 された。
2-4.COX。2を介 す るPGE2産 生 に 対 す る 各 種NSAIDの 作用
NSAIDとしては、前項 と同様 にIDM、PXC、TXC、NS・398およびNMSを 用
いた。ラッ ト腹腔 マクロ ファージをASP(100μM)存在下で4時 間培養 して既存 の
COX-1およびCOX・2をアセチル化 して失活 させ た。細胞 を洗浄後、TPA(16.2nM)と
種々の濃度のNSAID存在下で4時 間培養 して 培養液中のPGE2量を測定 した。その
結果、COX-2選択的 阻害薬のNS-398およびNMSはTPAに よるPGE2産生充進、す
なわちCOX・2を介す るPGE2産生 を 濃度依存的 に抑制 した(Figure10)。また、COX-
1/COX・2阻害薬であ るIDM、PXC、お よびTXCも 同様にTPAで 充進するPGE2産生


























2-5.COX-1を介 す るPGE2産 生 お よ びCOX-2を 介 す るPGE2産 生 に
対 す るauranofinの 作 用
ラット腹腔 マクロファージをCHI(1pM)存在下で6時 間 培養 した後に洗浄 し、
続 いてCHI(1pM)、AA(10pM)および各種濃度のAF存 在下でさらに4時 聞培養
し、培養液上清 中のPGE2量を測定する ことにより、COX-1を介するPGE2産生に対
す るAFの 作用 について解析 した。その結果、AFは1～10pMの 範 囲で 濃度依存
的にPGE2増強 した(FigUrella)。CHIのかわ りにDEX(10pM)を用いた場合 も同様
に、AFは1～10pMの 範囲で濃度依存 的にPGE2産生 を増大 させ た(datan。t
shown)。
次に、ASP(100μM)存在下で4時 間培 養 した後洗浄し、TPA(16.2nM)および各
種濃 度のAF存 在下で4時 間培養 し、培養 液上清中のPGE2量を測定す ることにより
COX-2を介するPGE2産生に対す るAFの 作用について解析 した。その結果、AFは
・18一
3お よび10pMの 濃 度でPGE2産生 を搾制 した(Figurellb)。















































2-6.COX-1お よ びCOX-2に 対 す るauranofinの直 接 作 用
精 製 したCOX・1お よびCOX・2を、補酵素 を含 むTrisbufferに溶 解 し、AAを 加
えて3分 後 に反 応 を停 止 し、反応溶液 中のPGE2濃 度 を測 定 して 、cell・free系にお け
るCOX活 性 に対す るAFの 直接作 用につ いて解析 した。Figure12aに示す よ うに 、
・ 工9・
COX-1/COX-2阻害薬 のIDMは0.01～1pMの 濃度 でCOX・1の 活 性 を濃 度 依存 的 に
抑 制 したが 、AF(1～10pM)やCOX・2阻 害薬NS-398(O.01～1pM)はCOX-1に
は作用 しなか った。AF(1～10μM)はCOX・2に も抑 制作 用 を示 さなか った が 、COX・
1/COX-2阻害薬 のIDMやCOX・2阻 害薬 のNS・398は0.01～ ユ μMの 濃 度 範 囲 で
COX・2を阻害 した(Figure12b)。












































2-7.COX-1お よ びCOX-2蛋 白 量 に 対 す るauranofinの 作 用
マクロファージをCHI(1pM}存在下 で6時 間培養 した後洗浄 し、AA(10μM)、
CHI(ユμM)およびAF(10pM)存在下で4時 間培養 した場合 とAF非 存在下で4時 間
培養 した場合 とを較べ ると、COX・1蛋白量 お よびCOX・2蛋白量 に有意差は認 め られ
一20・
な か っ た(Figure13a、b)。CHIのか わ りにDEX(10pM)を用 いた場合 も、COX.1蛋
白量 お よ びCOX-2蛋 白 量 はAF(10μM)に よって変 動 しなか った(datan。tsh。wn)。
なお 、Westernblot法に よる解析 で はCOX・1蛋 白量 とCOX-2蛋白量 を直接比 較 して












































たCOX・2蛋白が実際にPGE2産生に関与 しているか どうか明 らかで はないが、第2章
2-1項に示 したように本実験ではCOX・1依存的なPGE2産生が起 こる系であることか
らCOX・2の関与はきわめて少ないものと思われる。
一方、 ラッ ト腹腔マクロファージをASP(100pM)存在下で4時 間培養 した後洗
浄 し、TPA(16.2nM)存在下で4時 間培養 した場合、COX-2蛋白量は著 しく上昇 した
がCOX-1蛋白量は変化 しなかった(Figure13)。この結果 は、Figure8に示 した結果
と同様である。なお、TPA(16.2nM)とAF(iOpM)の共存下 で4時 間培養すると、
COX-2蛋白量 の上昇は全 く起 こらなかった(FigUre13>。しか し、COX・1蛋白量 はAF
(工OpM)によって全 く影響されなかった(Figure13)。これ らの結果か ら、AFはCOX・
2蛋白の誘導 を抑制することによりPGE2産生を抑制す ることが強 く示唆 された。
なお、以上 の実験条件下において薬物 による細胞毒性が 発現 していないかどうか
MTT法により解析 したが、細胞毒性は全 く発現 してい なかった くdatan。tsh。wn)。
3.考 察
ラ ッ ト肺 胞 マ クロファージにお いてAFは 膜 リン脂 質 か らのAA遊 離 を促 進 し、
PGE2産生 を増 大 させ ることがPeters・GoldenとShelly15)によっ て報告 され てい る。
一 方 、 ラ ッ ト腹 腔マ クロフ ァージ を用 いた本研 究 にお い て も同様 の結 果 が得 られ た 。
また 、C。llagenで関節炎 を誘発 させ たラ ッ トの腹 腔マ ク ロ フ ァージ をzymosanで刺 激
す るこ とに よ り誘導 されるPGE2産 生 をAFは 抑制 す る こ とがLewisら12)によっ て
報告 されて い る。 この ようにAFは 細胞 のAA代 謝 に対 して相 反 す る作用 が ある こ と
が 報告 され てい て 、 この理 由 として 実験 に用 いた細胞 の違 い に起 因 す る可 能性 が考 え
られ た。 しか し第1章 に記 した ように、AFは ラッ ト腹 腔 マ ク ロフ ァージの培 養条 件
を変 える こ とに よ り、PGE2産 生増強作用 と抑制作 用 を示 す こ とが 明 らか に なった 。
す なわちAFは 無刺 激下のマ クロファー ジに よるPGE2産生 を増 大 させ 、一方protein
kinaseCactivatorであ るTPA7:)やendome血braneCa2'-ATPaseinhibit。rであ るTG
21・72-75)、 あ るい はCa2+i。n。ph。reであ るA23187で 充 進 す るPGE2産 生 を抑 制 し
た。
・22・
そこで本研究はAFが どのような機序 で このような相反す る作用 を発現するのか
解析 し、その結果を第2章 に記 した。
第1章 には無刺激下のラット腹腔マ クロファージによるPGE2産 生 はAFに よっ
て充進することを記したが、無刺激下のマクロファージではCOX・2の誘導が ないもの
と考えCOX-1を介するPGE2産生系 を確立 し、この系 を用いてAFの 作用 について解
析 した。すなわち、蛋 白質 生合成阻害薬のCHI、あるいはCOX-2の誘導 を抑制する
作用があるDEX35・45・54)で前処理 したラ ット腹腔マクロファー ジにAAを 添加 して
PGE2産生 させる実験系 を確立 した。COX・2阻書薬であるNS・398およびNMSは
PGE2産生をわずかに抑制 したにす ぎないが、COX・1/COX-2阻害薬 で あるIDM、PXC
およびTXCは 強力に抑制した。また、COX・2蛋白量 は少な く、AA添 加 によって上
昇することはなかった。 これらの結果か ら、 この培養条件に よるPGE2産生 はCOX-1
に依存 したものであることが強く示唆された。 この系 を用いてAFの 作用 について解
析 したところ、AFはPGE2産 生を高める結果 が得 られた。第1章 には、同 じ範囲の
濃度のAFが 無刺激下のマクロファージにおけるAA遊 離を増大 させ る作用があるこ
とを記 した。ラット肺胞マクロファージか らのAA遊 離がAFに よって増大す ること
は、Peters-G。ldenとShelly15)によって も報告 されている。 したが って、AFはAA
遊離 を充進することによりPGE2産生を充進 させ る可能性が考 え られ たが 、COX・1を
介するPGE2産生系では、過剰量のAAを 培養液中に添加 してい るので、AFに よる
AA遊 離充進作用はPGE2産生充進に直接影響 していないことが示唆 された。AFは
COX・1活性を増強する作用 もない(Figure12a)ことから、 この培養条件 にお けるAF
のPGE2産生充進機序 については更 に解析する必要がある。
COX-2蛋白は細胞が何 らかの刺激 を受け ると誘導 される33・36・47●49・76'79)ので、
AFは刺激 を受けた細胞のCOX・2誘導 を抑制す ることによってPGE2産生 を抑制する
可能性が考えられた。そこでCOX-2を介す るPGE2産生系を確立 し、AFの 作用につ
いて解析 した。すなわち、ラット腹腔マクロファ・一ジをASPで前 処理 す ることによっ
て すでに存在するCOX-1およびCOX-2を失活 させ た後に、TPA存 在下 で培養 して
PGE2産生を充進させ る実験系を確立 した8Q・s1)。このような条件で 、増 大 したPGE2
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産生系でのPGE2産生充進はCOX・2阻害薬であるNS・398およびNMSに よって強 く
搾制 され、COX・2蛋白量は著 しく上昇 した。 したがって、この条件下で産生 される
PGE2はCOX-2に依存 した ものであるこ とが強 く示唆された。 この系 を用いてAFの
作用 について解 析 した ところ、AFはPGE2産生 を抑制 し、 しか もCOX-2蛋白の誘導
を抑制する作用 があることが明 らかになった。Zym。san、LPS、あるいは数種のバクテ
リアで刺激 したマ ウス腹腔常在マ クVフ ァージ におけるIL・1βお よびTNF・α の
mRNAL・ベ ルの上昇はAFに よって抑制 される18)ことが最近報告 されたが、その作
用機序 とCOX-2蛋 白誘導 の抑制機序が同一であるか どうか、今後解析する必要があ
る。
以上の ように、AFは ラット腹腔マ クロファージの培養系 におけ るPGE2産生に対
して2通 りの作用 を示す。すなわち、COX-2蛋白が誘導 されるような刺激 を受けた状
態では、AFはCOX-2蛋白の誘導 を抑制す ることに よってPGE2産生 を抑制する。一
方、無刺激の培養条件下 で、AFはCOX一 エ を介するPGE2産 生 を増大 させる。
HousekeepinggeneproductのひとつであるCOX・1により合成 されるPGE2は細胞の正
常な機能発現 に重要 な役割 を果た している と考 えられ、また炎症性刺激 により誘導 さ
れるCOX・2によって合成 され るPGE2は 炎症のケミカルメデ ィエーターのひとつ と
して炎症反応 を増強 させ る作用がある。AFは 細胞の正常機能発現に重要 なPGE2産
生を促進 し、炎 症反応を増強す るPGE2産生 を抑制するため、これ らの作用がAFの
抗 リウマチ作 用 に関係 している ものと思われ る。なお、本章に記 したCOX-1依 存性
PGE2産生系 お よびCOX・2依存性PGE2産生系 はCOX・1およびCOX・2それぞれに特
異的な阻害薬 を培 養細胞 レベルでスク リーニ ングする上で有用な系 になる もの と思わ
れる。
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第3章 マ ウス マ クロ フ ァー ジ様 細胞 株RAW264.7に よ る




平 滑筋 の内皮依存 的 な弛緩83)もし くは自己免 疫疾患 に よる組 織 破 壊84・85)に関 与 して
い る。Histamine、substanceP、thr。mbinなどに よっ て起 こる 急 性 炎 症 にお け る血 管
拡 張 はend。the!ium・derivedrelaxingfact。rによる もので あ る と され て い たが 、近年 こ
れ がNOで あるこ とが明 らか に され86〕、NOは 炎 症 に も関与 して い る こ とが示 唆 され
る ように なった。 また、RA患 者 の滑液 中 に は、NOの 安 定 な代 謝 物 で あ るnitrateお
よびnitriteの濃 度が上 昇 してい る こ とも報 告 されて い る87)。さ らに 、 関 節 に常在 す
る 皿esenchymalcellsや滑 液 中 に浸潤 した 白血 球がinvitr。にお い て 少 な か らぬ量
のNOを 産生 する能力が ある ことが示 唆 された88・9。〉 事 実 、 関節 の軟 骨 細胞 と滑膜 細
胞 は、 リウマチ患者 の滑 液中に存 在 す るサ イ トカ イ ンで あ る1レ1に 反 応 して 高濃 度
のNOを 産生 する91・93)。最近 、RA患 者 の血 清 お よび関 節液 中のNO濃 度 が高 くな っ
てい る こ とが報告 され94)、RA患者 の関節 の免疫 調節 の異 常 とNO産 生 の増 大 とが関
連 してい る可 能性 が示 唆 され る よ うに なった。 そ こで 本研 究 で は、AFの 抗 リウマチ
作 用 につい て さらに知 見 を得 る 目的 で、AFのNO産 生 に対 す る作 用 をAbels。n
leukemiavirusを感染 させ たmurine皿acr。phagelikecelllineであ るRAW264.7細 胞
株95)を用 いて解析 し、 その結果 を第3章 に記 述 す る。
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2.実 験 結 果
2-1.LPSに よ るNO産 生 充 進 作 用
RAW264.7細胞 を種 々の 濃度 のLPS存 在 下 で8時 間培 養 した ところ、培養液 中
のnitrite濃度 は1～IOng/mlのLPSの 濃 度範 囲で濃 度 依存 的 に上昇 し、 その効果 は
lOng/mlの濃 度 で ブ ラ トー に達 した(Figure14a)。LPSの効果 は培養24時 間後 にお
い て も認 め られ た(Figure14b)。以後 の実 験 で は培 養 液 中のnitrite濃度 をNO産 生 の






























2-2.LPSに よ るNO産 生 充 進 に 対 す るNO合 成 酵 素 阻 害 薬L・ ・NMMA
の 作 用
RAW264.7細胞 を、LPS(ユOng/m1)および各種 濃 度 のNO合 成酵 素(NOS)阻害薬
L-NG・mon。methyl・L-arginineacetate(レNMMA)を含 むEMEM(+)中 で24時 間培養 した
後 ・培 養 液 中のnitrite量を測定 した。 その結 果、LPSに よるNO産 生増 強 は100～
1000pMの 濃度 範 囲 のL-NMMAに よって濃度 依存 的 に抑 制 され 、ユ000pMのL・





















2-3.LPSによ るNO産 生 充進 に対 す るauranofinの作 用
LPS(ユOng/m】)によるNO産 生充進作用 について経時変化 を解析 した結果、
Figure16に示す ように 培養4時 間後では有意なNO産 生充進作用 は見 られなかった
が 、8時 間後以降24時 間後まで経時的なNO産 生充進作用が見 られた。LPS(10
ng/ml)と各種濃度のAF存 在下で培養すると、培養8～24時 間後において、AFは
O.3～3pMの濃度範囲でLPSによるNO産 生充進を濃度依存的に抑制 し、3pMの 濃




















2-4.LPSによ るNO産 生 充 進 に対 す る 各種 金 化 合物 の 作 用
各種濃度のAF、ATM、 あるいはATGとLPS(10ng/ml)存在下で24時 間培養
後、培養液中のnitrite量を測定 した。その結果、AFは1お よび3μMで 濃度依存 的
にNO産 生を搾制 したのに対 し、ATMお よびATGは1～10μMの 濃度範囲でNO
産生 を全 く抑制 しなかった{Figurel7)。これら3種 の金化合物の中で、AFの みが1


















2-5.LPSによ るiNOS蛋 白 の発 現 誘導 に対 す るauranofinの作 用
LPS(10ng/ml)存在下 におけるNO産 生は培養8～12時 間後にお いて最大で
あったため(Figure16)、Westernbl。t法によるiNOS蛋白量の解析 は培養8時 間後 に
おいて行 った。そ の結果、LPS存在下で培養8時 間後のiNOS蛋白量 はLPS非存在下
で培養 した場合 に較べて著 しく上昇 していた(Figure18)。また、LPSとAF存 在下で
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培養すると1お よび3pMのAFに よってiNOS蛋白量は濃度依存的 に低下 し、NO産
生量 も低下 した(Figure18)。蛋 白合 成 阻 害薬 のCHI(lpM)もLPSに よるiNOS蛋 白
の発現 を抑制 す る と同時 にNO産 生 を抑 制 した 。一方 、NOsynthase(NOS)阻害 薬 の























































Invitr。の細 胞培 養系 にお い てNO産 生 を増大 させ る ための一般 的 な方法 は、LPS
とIFN・γ の共存下 で培 養 す る方 法 で あ る96)。またIFN・γ 以外 に もLPSとTNF・ α
97・98)、1レ299・1。o)、あ るい はpic。Iin童cacidlo1・1。2)との共存 下で 培養 す る と マ ウス腹
腔 マ クロフ ァー ジお よびmurinemacr。phagecelllineであ るANA・1に おい てiNOS蛋
白 を発現す る事が報 告 され てい る。 第3章 で は、murinemacr。phagecelllineであ る
RAW264.7細胞株 にお い てLPS単 独 の刺 激 で 、NO産 生 充進お よびiNOS蛋 白の発 現
が起 こる ことを示 した。
また、AFはLPS刺 激 に よるiNOS蛋 白の 発現 を抑制 す るこ とに よ りNO産 生 を
抑 制する こ とを示 した。 なおRAW264.7細 胞 のIysateによる[3H]・L-arginineの13H]・
citrullineへの変換 をAFは 全 く抑 制 しな い(datanotshown)ことか ら、AFに よるNO
産生 抑制 はNOSの 阻害 に よる もので は ないe
LPSはマ ウスRAW2647細 胞 におい て 、NF-.Bを 介 してiNOS蛋 白 を誘導 す る
こ とが報告 されて いる1。3)。最 近 、 ヒ トiNOSgeneもNF・κBを 介 す る メカニ ズ ム に よ
り発現 され る ことが報 告 され た104)。AFが ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロフ ァージ にお い てiNOS
蛋 白の誘導 を抑 制 した こ とは、AFはNF・ κBの 活 性 化 の抑制 、あ るい はNF・ κBの
DNAへの結合 を阻害 した結 果 で あ る可 能性 が 考 え られ る。 しか し、 第1章 で も触 れ た
様 に、DNAへ のNF-rcBの結 合 を阻害 す る 金 化 合 物 の 強 さはATG>ATM>>AFの
順 であ る事 が報 告 され てい る23)。しか し、RAW264.7細 胞 にお いて は、LPSに よる
NO産 生の充 進 は、AF>>ATM=ATGの 順 に抑 制 され た{FigUre4)。したが って、
AFに よるNO産 生 抑制 は、DNAへ のNF一κBの 結 合 をAFが 阻害 す るた めで は な い
と思 われ る。 マ ウス腹 腔 マ ク ロフ ァー ジお よびRAW264.7細 胞 を用 い た研 究 か ら、
iNOSgeneのプ ロモ ー ター領域 に はNF・ κB結 合 領域 の他 に、activatingpr。tein1、
IFN・γ、IFNregulatoryfactor、nuclearfactorIL-6の結 合領域 が あ る こ とが 明 らか に
された1。5・1。8)。したが って、AFは これ らの 転 写 因子 のiNOSpr。m。tergeneへの結 合
を抑 制す るこ とに よ りNO産 生 を抑 制 す る可 能 性 が 考 え られ る。
iNOS蛋白の誘導 は 、DEXlo9・110)、IL-499・111・112)、IL・10113'115)、TGF一β11 ・
・3ユー
113・115・116)、 ヒ トGM-CSF117)、ヒ ト 皿acrephage・stimu]atingProtein11η、およびNO
96)によって抑 制 され る。 また、IFN・γ で刺 激す る前 に微 量のLPSに 曝露 させて も抑
制 され る118)。TGF・β は、 マ ウス腹腔 マ ク ロファージ にお い てtranscripti。n後の
iNos皿RNAを不 安定 化 す る ことに よってiNos蛋 白合 成量 を低 下 させるだけでな く、
またiNos蛋 白の分 解 を増 大 させ る こ とに よってNO産 生 を抑 制する ことが報告 され
てい る116)。ま た、 ラ ッ トgl。merularmesangialcellsにおい て 、DEXは1レ1β で増大
す るiNOSgenetranscripti。nを抑 制す るが 、iNQSmRNAの半減期 を延長 させ る。 しか
し、iNOSmRNAのtranslationを抑制す る こ とに よってiNOS蛋 白量 を減少 させ 、 さ
らにiNOS蛋 白 の分解 を促 進 す る11。)。この ようにiNOS蛋 白の発現は、transcription
レベ ル やpost-transcriptionレベ ルで調 節 されて いるため 、AFに よるiNOS蛋 白の発
現抑 制 作用 機 序 につ い て も これ らの レベ ルで更 に解析 す る必要 が ある。
RA患 者 の 関節 に お い て、iNOSを介 す る過剰 なNO産 生が 免疫調節 の異常 に関連
す る こ とが 示 唆 され て い る94)。したが って、RAに お けるAFの 作用機序 と して、滑
膜 組 織 お よび浸 潤 白血 球 にお け るiNos蛋 白の発現 をAFが 抑制 し、 その結果NO産
生 を抑 制す る機 序が 一 部 関与 してい る もの と思 われ る。
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総 括
本研究により、AFに はCOX-2の誘導な らびにiNOSの誘導に基づ くPGE2産生
やNO産 生を抑制する作用があることが明 らかになった。 このようなAFに よる抑制
作用は、coxやiNosをAFが直接抑制す るためではな く、cox・2蛋白やiNos蛋白
の誘導をAFが 抑制するためであることが明 らかになった。
一方、無刺激下のマ クロファージにお いてAFは 培 養初期 のPGE2産生 を充進 さ
せた。これは、AFに よって膜 リン脂質か らのAA遊 離が充進することに よるCOXの
基質供給の増加によるもの と考 えられたが、COX・1依存性 のPGE2産生系、すなわち
培養液中に10μMの 濃度のAAを 添加する系 において もAFに よるPGE2産生充進作
用が発現 したことか ら、AFに よる培養初期 のPGE2産 生充進作用 はAA遊 離元進が
原因ではな く、なにか別 の機序 によるものであ るこ とが示唆され、今後 この作用機序
について解析することが重要であると思われ る。す なわち、COX-1はh。usekeeping
genepr。ductであって、COX・1により産生 されるPGE2は 細胞 の基本的機 能の維持の
ために重要であると考え られ、このようなPGE2の産生 をAFが 増強する ことは、細
胞 の基本的機能発現 を増 強する上で大 きな意 味があ ると考 え られ るからで ある。一
方、AFはiNos蛋白の誘導 を抑制 してNO産 生を抑制する作用があることは前述 した
とお りであるが、e。nstitutiveなNOSによるNO産 生 に対 してAFが どの ような作用
を発現するのかについては解析するに至 らなかったが、COX・1によるPGE2産 生 を
AFが促進す るように、c。nstitutiveなNOSによるNO産 生をAFは 促進す る可能性が
あ り、この点について も今後検討する必要がある。
cox・2とiNosは、 ともにその発現 には転 写因子 であ るNF・κBのDNAへ の結合
が関与 していることが示唆 されている104・z19・121)。Yangら23)は、精製 したNF一κB
のDNAへ の結合をATG、ATMお よびAFが 抑制す ることを報告 しているが、作用
の強 さの順はATG=ATM>>AFで あった。一方 、第1章 お よび第3章 に記 した よ
うに、PGE2およびNO産 生に対す る抑制作用 の強 さの順 は、共 にAF>>ATG=
ATMであったことか ら、AFに よるCOX-2およびiNOS蛋白発現抑制作用 はNF・κB
一33・
を介するもので はない可能性がある。Sat。ら27)はAFに よって23kDaおよび32
kDaの 抗酸化作用のあるス トレス蛋白が発現することを報告 しているeCOX酵素活
性の発現にはチ ロシ ンラジカルが 関与することが知 られているユ22)。また、NOは生体
内でラジカル として発生することから、AFの作用は抗酸化作用を持つス トレス蛋白の
誘導による酸素 ラジカルの消去 を介するものである可能性 も考 えられる。またAFは
他の金属 と同様 にmetall。thi。neinの発現を誘導する作用があ り28・29)、metall。thi。nein
の誘導によって ヒ ドロキシラジカルが除去されることが報告 されている123)。
いずれに しろ、AFに よるCOX-2蛋白誘導抑制作用ならびにiNOS蛋白誘導抑制
作用 についてはその詳細 な機序について今後 さらに解析する必要がある。
本研究に より、AFの 抗 リウマチ作用の新 しい作用機序 として、AFに はCOX-2
蛋 白誘導抑制作 用お よびiNos蛋 白誘導抑制作用があることを明らかにした。本研究
の成果 は、新 しい抗 リウマチ薬 を開発するための理論構築 に役立つ ものと思われる。
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実験材料および実験方法
1.培 養 液 の 調 製
ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養 で はEagle'sminirnalessentialmedium(EMEM)
(NissuiInc.,Tokyo,Japan)に10%(v/v)calfserum(FlowLaboratories,NorthRydge,
N.S.W.,Australia)、penicininGpotassium(18gg/皿1)(MeijiSeikaC。.T。ky。,Japan)、
streptomycinsulfate(50P9/m1)(MeijiSeikaCc.)を添 加 し た も の を 用 い た 。 一 方 、RAW
264.7細 胞 の 培 養 で はEMEMに10%(v/v)非 動 化(56℃ 、30分)し たfetalb。vine
serum(DainipponPharmaceutical,Osaka,Japan)、non・essentialaminoacid(Sigma
ChemiealCo.,StLouis,MO,U.SA.)、peniciUlnGpotassiurn(18pg〆ml)(MeijiSeika
Co.)、streptolnycinsulfate(50pg/ml)(MeijiSeikaC。.}を添 加 し た も の を 用 い た 。
Griess法やMTT法 な ど 、 呈 色 反 応 を 行 う 場 合 、EMEMはphen。iredを 含 ま な い も の
を 用 い た 。
Auranofin(SignzaChemicalCo.)は10mM(6.79mg〆m1)のエ タ ノ ー ル 溶 液 を 調 製
し 、 こ れ を 培 養 液 で 希 釈 し た 。Aur。thi。gluc。se(SigmaChemicalC。.)は100mM(39.2
mg/mlEMEM)のstockscluti。nを調 製 し 、 用 時 培 養 液 で 希 釈 し た 。Aurothiomalateは
筋 肉 注 射 の 液 剤 で あ る シ オ ゾ ー ル(塩 野 義 製 薬;50mgfmi)を用 時 培 養 液 で 希 釈 し て 使
用 し た 。 シ オ ゾ ー ル は 分 子 量390.08と368.10の 化 合 物 の 混 合 物 で あ る が 、 両 者 の
等 量 混 合 物 と し て 、 分 子 量379.09を 濃 度 計 算 に 用 い た 。
TPAお よ びthapsigarginはEtOHに 溶 解 し 、A23187はdimethylsulfoxideに溶
解 し た 後 、 培 養 液 で 希 釈 し て 使 用 し た 。
2.ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 採 取 ・培 養
Bactopeptoneおよびsolublestarchをそれ ぞれ5%(w/v)含む水 溶液 をオ 一ー・トク レ
ー プで 滅 菌(110℃ 、15分 間)し た 後 、 ラ ッ ト(Sprague-Dawley系、雄性 、retired、
300・500g)の腹 腔 に体 重100gあ た り5mlの 割合 で注 射 して、4日 後 に腹腔 浸潤細
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胞 を採取 した。採取 した腹腔浸潤細胞中のマクロファージを血球計算盤で計数 し、血
清 を含むEMEM〈EMEM(+))にマクロファージが1.5x106/m1の密度になるように懸
濁 し、plasticdish(直径60mm、CORNING)に4m1の細 胞懸濁液 を添加 して、CO2
incubat。r内で2時 間培養 した。次いで、37℃ に加温 したPBSで 洗浄 してdishに接
着 しない細胞 を洗い出し、接着 した緬胞 をマ クロファージ として、EMEM(+)中で さら
に20時 間培養 した。その後再びPBSで洗浄 し、培養液を 各種薬物 を含むEMEM(+)
に交換 して、培養を行った 鋤。
なお、ラットの取 り扱いは 東北大学薬学部動物実験委員会が作成 した 「実験動物
取 り扱いに関する指針」に基づいて行った。
3.RAW264.7細 胞 の 培 養
RAW264.7細胞 は理研 ジー ンバ ンク(筑 波〉よ り入 手 した もの を継代 し、 コ ン フ
ルエ ン トにな らない ように培 養 して用 い た 。細 胞 は1.5x106ceUs/皿1の密 度 で
EMEM(+)に懸濁 し、24wellplate(CORNING)に`ま0.5mlずつ(0.75x106cells/
well)、P100dish(CORNING)には10mlず つ(1.5xlO7cells/dish)蒔き、37℃ で20
時 間培 養 した。次 いで 、37℃ に加温 したmed三urnで3回 洗 浄 してか ら培 養 液 を各 種
薬 物 を含 むEMEM(+)に交換 して培養 を行 った。
4.Cyclooxygenase-1を介 す るPGE2産 生 の 測 定
腹 腔 マ ク ロファージ(1.5xlO6cells/ml)をCHI(1μM)また はDEX(エ0μM)を 含
むEMEM(+)に 懸濁 し、1m1を 、12-weliplastictissuecultureplate(CosterCo..
Cambridge,MA,U.S.A.)に蒔 き、37℃ で2時 間培 養 した。37℃ に加 温 したmediumで
3回 洗浄 して接着 しない細胞 を除 いた21}。接着 した細 胞(マ ク ロフ ァージ)にCHI(1
μM)また はDEX(10pM)を含 むEMEM(+)1m1を添加 して37℃ で4時 間培 養 し、3
回洗 浄 した後 、10pMのAAお よびCHI(1pM)、また は10pMのAAお よびDEX
(10pM)を含 むEMEM(+)1皿1中で37℃ 、4時 間培養 す る 。培 養 終 了時 に培 養 液 を回
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収 して遠心(4℃,ユ700x9.20min)し、上 清 申 のPGE2濃 度 をradi。immun。assay
(RIA)法で測 定 した。
5.Cyclooxygenase-2を介 す るPGE2産 生 の 測 定
腹腔浸潤 マ クロフ ァー ジをEMEM(+)に懸 濁 し(1.5x106cells/ml)し、 その 工ml
を、12・wellplastictissuecultureplate(C。sterCo.)に蒔 き、37℃ で2時 間培 養 した。
37℃ に加温 したmediumで3回洗 浄 して接 着 しな い細 胞 を除 い た21)。接 着 した細 胞
(マク ロファージ)にASP(100pM)を含 むEMEM(+)1m1を 添加 して37℃ で4時 間
培 養 し、3回 洗浄 して培 養 液 中 のASPを 除 去 した 後 、TPA(16.2nM)を 含 む
EMEM(+)中で37℃ 、4時 間培養 した。培養 終 了 時 に培 養 液 を回収 し、遠 心(4℃,
1700xg.20min)し、上 清中のPGE2濃 度 をRIA法 で 測定 した。
6.MTT法 に よ る 細 胞 毒 性 の 解 析
MTT(2・(4,5・dimethyl・2・thiazolyl)・3,5・diphenyltetrazoliumbromide)はミ トコ ン ド
リアのsuccinatedehydrogenaseによってbluecomp。undのformazanへ変換 され る。
この呈色 反応 を基 に した 既報124・125>の方法 に従 って細 胞毒 性 に つ い て解 析 した。薬
物 を含 むEMEM(+)1ml中で細 胞 を培 養 した後 に100μ1のMTT/PBS溶 液(5皿g/ml)
を添加 し、 さらに37℃ で4時 間培養 した。 次 いでlmlの0.04NHC1/isopropanolで
反 応 を停止 させ た後 、HandyS。nieDisrupter(UR・20P,T。my,T。ky。,Japan)の最 大 出力
の10%で 細胞 を3秒 間処理 して破砕 し、Mier。plateReader(Bi。・Rad,Richm。nd,CA)
を用 いて570nmの 吸 光度 を測定 した。
7.Trypanblueを用 いた色 素 排 除法 に よ る細 胞 毒 性 の 解 析
培養終了後、培養液を全量回収 し直ちに0ユ%の トリバ ンブルーを含む氷冷 した
PBS溶液4mlをdishに添加 して10秒 間撹拝 した。次いでdish内の液 を除去 し、直
ちに顕微鏡写真撮影を行った。現像 した写真 中の細胞 を200個数 え、その中で青 く染
一37・
まった細胞 を数 えて生存 率を算出した。
8.Cell。freeにお け るCOX-1お よ びCOX-2の 活 性 抑 制 作 用 の
解 析
Cell'freeにお け るCOX'1お よびCOX・2活 性 の測 定 は、Manciniらの方 法 工26)に
基 づ い て行 っ た 。 す な わ ち、1ユ ニ ッ トのCOX・1(ヒ ツ ジ 精嚢 腺 由来 、Cayman
ChemicalCo.,AnnArbor,MI,U.S.A.)また はCOX・2(ヒ ツジ胎盤 由来 、純 度70%、
CaymanChemicalCo.)を210plのbuffer(10mMethylened三aminetetraaceticacid,1
mMreducedglutathione,1μMhematin.0.5mMpheno]。100mMTris-HCI,pH7.4}に溶
解 し・各種 薬 物 を添 加 して37℃ 、3分 間 培 養 した 。50plのAA(20pM ,Sigm、
ChemicalCo.)を添 加 して さ らに37℃ 、3分 培 養 した後 、20plの1MのHCIを 添加
して反 応 を停 止 させ た 。20plの1MのNaOHで 中和 した後、反 応液 中 のPGE2を
RIAで測 定 した。
9.RIA法 に よ るPGE2の 定 量
培 養終 了 後 、培 養 液 を回収 し1700Xg、20分 間遠 心 し、得 られ た培 養 液上清 は
PGE2を測 定 す る まで ・40℃で 凍結 保 存 した 。培 養 液上 清 中 のPGE2量 はRIA法 によ
り測定 した118)。す な わ ち 、培 養液 上 清100plに13H】-PGE2(0.754kBq、5698.O
GBq/皿m。1・NewEnglandNuc1ear,Bost。n,MA,U.S.A.)および抗PGE2抗 体(PerSeptive
Diagn◎stics,Cambridge,MA,U.SA.)100μ1を添加 し、37℃,1時 間incubateした。 さ
らにnormalrabbitserum(ICN,CostaMesa,CA,U.S.A.)100plおよびgoatanti-rabbit
serum(Bi。Mak。r,Reh。v。t,lsrael)iOOPtを添 加 して4℃ で一晩lncubateした。次い
で4℃ 、1700xg、30分 間遠心 して得 られ たpelletをNaOHで溶解 し、全 量 をカウ
ンテ ィ ングバ イ ア ル に移 し、 トルエ ン系 シ ンチ レー ター4mlを 添 加 して、液体 シ ンチ
レー シ ョンカ ウ ンター(LS・60001C、Beckman、Fullert。n,CA,U.SA)で放射 活性 を測
定 した。培 養 液 上 清 の か わ りに薬 物 を含 むEMEM(+)ユ00μ!を 添加 した検体 を
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bindingc。ntrdとして各 測 定群 毎 に用 意 した。 また抗PGE2抗 体 の かわ りに 抗体の 溶
媒 で あるis。gelTrisbufferユOOplを添 加 して 同様 の操 作 を行 った検体 をbackgr。und
centrolとした。
10.[3H】-Arachidonicacidで標 識 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の 放 射 活 性 の
遊 離 の 測 定
2.に記 した方法 に よ り、6xlo6個 の腹腔 マ ク ロ フ ァー ジ を2時 間培養 し、dish
に接着 して い ない細 胞 を除 くた め に3回 洗浄 し、 さらに18時 間培 養EMEM中 で培 養
した。 次 い で、培 養 液 を37kBqの(3H】・AA(2.2TBq/mmol,NewEnglandNuc】ear)を含
むEMEM(+)中 で さ らに2時 間培 養 した。細胞 に取 り込 まれ なか ったfreeの13H】・AA
を除 くため に3回 洗 浄 した後 、 各 種 濃 度のAFを 含 むEMEM(+)中 で4時 間培養 し
た。培 養 終 了後 、 培 養 液 を回 収 して4℃ 、1700Xg、15分 間遠 心 して得 た上 清中の
放射 活 性 を液体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ンター(LS-60001C)によ り測 定 した21)。
11.Griess法に よ るnitriteの定 量
NOの 安 定 な代 謝物 で あ るnitriteの培 養液 中の濃 度 はGriess法127)によ り測 定 し
た。す なわ ち、100国 の培 養 液 に100plのGriess試 薬(O.1%(w/v)N・1・
naphthylethylenediamine/2.596(v/v)phosphoricacidと1%(w/v)sulphanylamide/
2.5%(v/v)ph。sph。ricacidの等 量 混合 物)を 添加 して10分 後 に540nmの 吸光度 を
皿icroplatereaderで測 定 した。Nitrite濃度 は検 量線 を用 い て判 定 した。
12.Westernblot法 に よ るCOX-1お よ びCOX-2蛋 白 の 検 出
1.5xio7個 の ラ ッ ト腹腔 マ ク ロフ ァージ を各種薬 物 を含 む10mlの 培養 液中
で 、4ま た は20時 間培 養 した 。培 養終 了後 、細胞 をPBSで3回 洗浄 し、スク レーパ




A,10pMleupeptin,pH8.0)中、超 音波{UR-20P、T。my}で最大 出力 の90%に て10
秒 間x5回 処 理 して破 砕 した。破砕 物 を100.000Xg、4℃、1時 間遠 心 し、上 清 を
得 た。 上 清 中の蛋 白濃 度 をWangとSmithの方法 工28)で測定 し、30P9の 蛋 白 を含 む
溶 液 を 、 同 量 のge11。adingbuffer(50mMTris,4%(v/v)SDS,ユ0%(v/v)91ycer6i,4%
(v/v)2・mercaptoethan。1,0.05mg/mlbr。m。phen。lblue,pH7.4)と混 合 し 、3分 間 煮 沸
し た 。 サ ン プ ル を9radientge1(4-10%Tris・glycine,pH8.3)に載 せ て 電 気 泳 動(15
mA、4時 間)を 行 っ た 。 分 離 し た 蛋 白 は ニ トロ セ ル ロ ー ス 膜(Bi。-Rad)にtransfer
(150mA、2時 間)し 、blockingsolution(BloekAζe、DainippenPharmaceuticalInd.、
Osaka、Japan)と1時 間incubateした 後 に 、1次 抗 体 と2時 間incubateした 。 次 に
bl。tを2次 抗 体(diluti。n1:2,000)と4℃ 、3時 間 培 養 し た 。 最 後 にbI。tを
VECSTATINABCreagent(Vect。rLaborat。ries)と、 室 温 で30分incubateし た 後 に
ECLdetectionreagent(A皿ershamInternationalplc.Buckinghamshire,England)と室 温
で2分 間incubateし 、KodakX・OMATARfilm(EastmanK。dakC。.。Rochester,NY,
US.A.)に50秒 曝 露 し て 現 像 し た 。COX・1お よ びCOX・2レ ベ ル1ま デ ン シ ト メ ー タ ー
で 測 定 し 、 数 値 化 した 。
1次 抗 体 は 、COX-2で は ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体(diIuti。n1:100,0xf。rdBi。chemicaI
ResearchInd.,MI,U.SA.)を、 ま たCOX・1で は ヒ ッ ジ 精 嚢 腺 由 来 のCOX・2に 対 す る ヤ
ギ の 抗 体{diluti。nl二25,000,0xf。rdBiochemicalResearch,Ind.)を用 い た 。 ま た2次 抗
体 は 、COX・2で はanti-rabbitIgG(Bi。Mak。r)を、COX・1で はanti-9。atIgG(Vect。r
Laboratories,CA,U.S.A.)を用 い た 。
13.Westernblot法 に よ るjNOSの 測 定
1.5x107個 のラ ッ ト腹 腔マ ク ロファージを各種薬物 を含 む10mlの 培 養 液 中
で 、8時 間培養 した。培 養終 了後、細 胞 をPBSで3回 洗浄 し、ス ク レーパ ー で掻 き
取 って 回収 し、800xg、4℃ 、5分 間遠心 してpelletを回収 した。Pelletは氷 冷 した
solubilizatienbuffer(50mMTris,2%(w/v)SDS,1mMphenylmethy!-sulphonylfluoride,
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10pMpepstatinA,10μMleupeptin,pH7.4)中、 超 音 波(UR・20P、T。my)で 最 大 出 力
の50%に て ユ0秒 間 ×5回 処 理 し て 破 砕 し た 。 破 砕 物 を100,000xg、4℃ 、1時 間
遠 心 し て 、 得 ら れ た 上 清 を 中 の 蛋 白 濃 度 をWangとSmith128)の 方 法 で 測 定 し 、30μg
の 蛋 白 を 含 む 溶 液 を 、 同 量 のgelIoadingbuffer(50mMTris,4%(v/v)SDS,IO%
(v/v)glycerol,4%(v/v)2・mercaptoethanol,0.05mg/mlbromophenolblue,pH7.4)と混
合 し 、3分 間 煮 沸 し た 。 サ ン プ ル を 、stackinggel(3%inO.25MTris・glycine,pH6.8}
に 載 せ て 電 気 泳 動(10%in1.5MTris-glycine,pH8.8;25皿A、4時 間)を 行 っ た 。 分
離 し た 蛋 白 は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜(Bio-Rad)にtransferし 、blockingsolution(Block
Ace,DainipP。nPharmaceuticalInd.)と1時間incubateし た 後 に 、1次 抗 体 と 一 晩
incubateした 。 次 にb1。tを2次 抗 体 と4℃ 、3時 間 培 養 し た 。 最 後 にbl。tを
VECSTATINABCreagent(Vect。rLab。rat。ries)と、 室 温 で30分incubateし た 後 に
ECLdetectionreagent(ECLsyste皿.AmershamCorp.,ArlingtonHeights,lll、U.S.A.)と室
温 で2分 間incubateし 、K。dakX-OMATARfilm(EastmanK。dakCo.)に50秒 曝 露
し て 現 像 し た 。COX・1お よ びCOX・2レ ベ ル は デ ン シ ト メ ー タ ー で 測 定 し、 数 値 化 し
た 。
ユ 次 抗 体 と し てRAW264.7細 胞 か ら 精 製 し たiNOSに 対 す る ウ サ ギIgG{diluti。n
1:2000;UpstateBiotechn。1。gyInc.NY、US.A.)を、2次 抗 体 と し て ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 抗
体(dilutionl=2000;Vect。rlab。rat。ry、CA,U.S.A.)を用 い た 。
14.統計 処 理
Dunnet法に よる多 群 間 の比 較 検 定 を、 またStudentのunpairedt-testにより2群
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